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Применение технологии CRISPR/Cas для создания сублинии клеток рака легкого А549  
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Несмотря на значительное количество исследований, посвященных транскрипционному фактору E2F1, его функциональная 
роль в клеточных процессах остаётся неоднозначной. В зависимости от контекста E2F1 может либо поддерживать выживание 
клеток, либо инициировать апоптоз. Настоящая работа посвящена рассмотрению возможности использования E2F1 в качестве 
терапевтической мишени для комбинированного лечения злокачественных новообразований, в том числе через применение 
ингибиторов. Однако имеющиеся данные также свидетельствуют о потенциально противоположном эффекте E2F1, способном 
негативно влиять на эффективность терапии. Это подчёркивает актуальность углублённого изучения функциональной активности 
E2F1 в различных условиях. Факторы транскрипции семейства E2F, включая E2F1, демонстрируют как пересекающиеся функции, 
так и уникальные свойства, присущие отдельным его членам. Подавление экспрессии отдельных представителей семейства 
даёт возможность более точно оценить их вклад в ключевые клеточные процессы. В рамках проведённого исследования была 
разработана сублиния клеток рака лёгкого A549 с нокаутом гена E2F1, осуществлённым с использованием технологии CRISPR/
Cas. На основе данной клеточной модели планируется проведение экспериментов, направленных на изучение роли E2F1 
в различных условиях, включая реакции на химиотерапевтические воздействия.
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Despite a significant number of studies devoted to the transcription factor E2F1, its functional role in cellular processes remains 
ambiguous. Depending on the context, E2F1 can either support cell survival or initiate apoptosis. The present work is devoted to the 
possibility of using E2F1 as a therapeutic target for the combined treatment of malignant neoplasms, including through the use of 
inhibitors. However, the available data also indicate a potentially opposite effect of E2F1, which can negatively affect the effectiveness of 
therapy. This emphasizes the relevance of an in-depth study of the functional activity of E2F1 in various conditions. Transcription factors 
of the E2F family, including E2F1, demonstrate both overlapping functions and unique properties inherent in its individual members. 
Suppression of the expression of individual representatives of the family makes it possible to more accurately assess their contribution 
to key cellular processes. As part of the study, a subline of A549 lung cancer cells with a knockout of the E2F1 gene, carried out using 
CRISPR/Cas technology, was developed. Based on this cell model, experiments are planned to be carried out aimed at studying the role 
of E2F1 in various conditions, including responses to chemotherapeutic effects.
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Введение

В современных исследованиях для идентифика-
ции роли определенных генов или их продуктов в раз-
витии клеточного ответа на специфические внешние 
воздействия используются различные модельные кле-
точные линии. В частности, для доказательства клю-
чевого участия гена в изучаемом процессе исследова-
тели применяют методику «выключения» экспрессии 
этого гена (нокдаун и/или нокаут), либо, наоборот, 
оверэкспрессируют изучаемый ген [1, 2]. Таким обра-
зом, удается оценить его вклад в исследуемый процесс. 
Наиболее эффективным методом создания нокаутных 
сублиний клеток в настоящее время считается техно-
логия CRISPR/Cas [3], позволяющая модифицировать 
определенные участки в молекуле ДНК. Нуклеаза Cas9 
с помощью специфической sgРНК «подводится» к це-
левому месту в геноме, где делает двухцепочечный раз-
рыв молекулы ДНК, который в дальнейшем репариру-
ется путем негомологичного соединения концов (non-
homologous end joining, NHEJ), либо, при наличии 
специфичной матрицы, с помощью гомологичной ре-
парации (homology-directed repair (HDR)). Применение 
данной технологии позволяет не только оценить вклад 
определенного гена в исследуемый процесс, но и про-
водить скрининг генов с целью идентификации по-
тенциальных кандидатов на роль ключевых участни-
ков в ответе клетки на определенное воздействие [4].

Транскрипционный фактор E2F1 участвует в ре-
гуляции различных клеточных процессов: прогрессии 
клеточного цикла, апоптозе, метаболизме [5]. Семей-
ство E2F помимо E2F1 включает в себя факторы E2F2, 
E2F3a и E2F3b (транскрипционные активаторы), E2F4, 
E2F5 (репрессоры) и E2F6, E2F7 и E2F8 (ингибито-
ры) [6]. Вместе с белком ретинобластомы (Rb) пред-
ставители семейства E2F участвуют в прогрессии кле-
точного цикла, регулируя переход из G1 в S фазу [5].  
E2F1 является наиболее изученным представителем 
этого семейства, однако до сих пор многие аспекты его 
функционирования остаются непонятными. Парадок-
сальна его роль в процессах, связанных с жизнеспо-
собностью клеток: с одной стороны, он способствует 
транскрипции генов, участвующих в пролиферации, 
с другой стороны, может вызывать развитие апопто-
за [5, 6]. Мишенями E2F1 также являются гены, от-
ветственные за развитие ответа клетки на вызванные 

различными воздействиями повреждения в ДНК, ан-
гиогенеза и др. [7]. Показана его неоднозначная роль 
в ответе опухолевой клетки на действие химиопрепа-
ратов [8]. Так, высокий уровень экспрессии E2F1 мо-
жет быть показателем низкой ремиссии и общей вы-
живаемости пациентов [9]. Кроме того, показано, что 
этот фактор способствует развитию резистентности 
опухолевых клеток к химиопрепаратам [10]. С другой 
стороны, в ряде работ отмечено положительное вли-
яние E2F1 на эффективность химиотерапии [11, 12].

Одной из трудностей в изучении функции отдель-
ных представителей семейства E2F является наличие 
кросс-регуляторных механизмов для поддержания ба-
ланса между активаторами и репрессорами [13]. Кро-
ме того, транскрипционные активаторы, к которым 
принадлежит E2F1, также могут «заменять» друг дру-
га при снижении экспрессии одного из них [14]. Но-
каут индивидуальных представителей семейства по-
зволит определить перекрывающиеся и уникальные 
функции каждого из них.

Целью настоящей работы было создание сублинии 
клеток А549 с нокаутом гена E2F1 с помощью техноло-
гии CRISPR/Cas. Данная модель поможет определить 
уникальные функции гена E2F1, его роль в развитии 
клеточного ответа на различные воздействия, в част-
ности, химиотерапевтические.

Материалы и методы

Клеточная культура
Клетки линии А549 культивировали в среде DMEM 

(С455п, Панэко, Россия) с 10% эмбриональной телячь-
ей сыворотки (S1810, Biowest, Южная Америка) и с до-
бавлением антибиотиков пенициллин-стрептомицин 
(А065’, Панэко, Россия).

Плазмида и создание конструкции
Подобранную с помощью программы CHOPCHOP 

(https://chopchop.cbu.uib.no/) последовательность  
crРНК (CRISPR RNA),  комплементарную 
определенному участку в гене E2F1 (рис. 1А) клони-
ровали в вектор рХ458 (Addgene plasmid #48138) по сай-
ту рестрикции BbsI [15]. Данная плазмида содержит по-
следовательность scaffold РНК, необходимую для сбор-
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ки полноценной sgРНК (single-guide RNA), нуклеазу 
Cas9 и ген репортерного белка GFP [15]. Последова-
тельность crРНК представлена ниже:
смысловая 5’- CACCGGGAGATGATGACGATCTGCG -3’
антисмысловая 5’- AAACCGCAGATCGTCATCATCTCCC -3’

Последовательность crРНК в вышеуказанном век-
торе была проверена на отсутствие ошибок методом 
секвенирования по Сэнгеру.

Трансфекция и сортировка клеток
Трансфекцию плазмиды проводили с помощью 

липофектамина 3000, согласно инструкции произ-
водителя (L3000015, Lipofectamine 3000, Invitrogen). 
Сортировку клеток осуществляли на проточном 
цитофлуориметре (BD FACSAria™ III, США) через 48 
ч. после трансфекции из расчета одна клетка на одну 
лунку плоскодонного 96-луночного планшета (30196’, 
SPL Lifesciences, Корея). Клоны наращивали в тече-
ние двух недель.

Вестерн блот
Клетки ресуспендировали в лизирующем буфе-

ре RIPA (150 мМ хлорид натрия, 1% NP-40, 0,5% де-
зоксихолат натрия, 0,1% SDS, 50 мМ TRIS, рН 8,0). 
30 мкг белка наносили в лунку для проведения элек-
трофореза в полиакриламидном геле. Белки из геля 
переносили на мембрану PVDF (1620177, Bio-Rad, 
США). Для предотвращения неспецифического свя-
зывания антител мембрану блокировали в 5% нежир-
ном молоке (Bio-Rad, США) в течение часа. Инку-
бацию с первичными антителами (E2F1 (3742, Cell 
Signaling, США), β-актин (AC026, Abclonal, Китай)) 
проводили при температуре +4oС в течение ночи. 
Мембрану отмывали в PBS-Tween и инкубировали 
40 мин с вторичными антителами анти-кролик (7074, 
Cell Signaling, США) при комнатной температуре. 
Мембрану проявляли с помощью хемилюминесцент-
ного HRP-субстрата (Clarity Western ECL Substrate, 

Bio-Rad, США) на хемилюминометре (ImageQuant 
LAS 4000, GE Healthcare, США).

МТТ анализ
Клетки рассевали из расчета 1,5х103 клетки на одну 

лунку 96-луночного планшета (30196’, SPL Lifesciences, 
Корея) в 5 повторах. В соответствующие дни в лунку 
добавляли реагент МТТ (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 
diphenyl tetrazolium bromide) в конечной концентра-
ции 0,5 мг/мл и инкубировали 2 часа в СО2-инкубато-
ре. Среду с реагентом отбирали; в лунку добавляли 100 
мкл ДМСО (Ф135, Панэко, Россия). Измерения про-
водили при длине волны 540 нм на планшетном риде-
ре (TECAN, Австрия).

Количественная ПЦР
РНК из клеток выделяли с помощью набора 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, США) согласно протоко-
лу производителя. кДНК получали, используя на-
бор RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Ther-
mo Fisher, США), следуя инструкции производителя. 
кПЦР ставили с применением красителя EvaGreen 
(Biotium, США) на амплификаторе Real-Time CFX96 
Touch (BioRad, США). Праймеры представлены в та-
блице ниже. Расчет уровней экспрессии генов прово-
дился по методу 2–∆∆Ct.

Статистический анализ 
Данные представлены как среднее ± стандартная 

ошибка среднего. Оценку различий между выборками 
определяли с помощью t-критерия Стьюдента. Разли-
чия признавали значимыми при p ˂ 0,05.

Результаты исследования и их обсуждение

Для создания сублинии клеток А549, нокаутной 
по гену E2F1, мы использовали систему редактиро-
вания генома CRISPR/Cas9, успешно примененную 

Таблица. Последовательности использованных в исследовании праймеров.

Table. Sequences of primers used in the study.

Название гена Последовательность прямого праймера (5’ → 3’) Последовательность обратного праймера (5’ → 3’)

APAF1 TTCGTGGTCTGCTGATGGTG CTTTGTCTCCCAGAGCCTGA

Сyclin E1 AGGGAGCGGGATGCGA GGGTCTGCACAGACTGCAT

RRM2 TAAATGAAAACTTGGTGGAGCG CTTCTTGACACAAGGCATCGTT

MYC GCATCCACGAAACTTTGCCC CTAACGTTGAGGGGCATCGTC

HPRT1 TTCTTTGCTGACCTGCTGGA TGTCCCCTGTTGACTGGTCA
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нами ранее [16, 17]. Последовательность crРНК бы-
ла подобрана с помощью программы CHOPCHOP 
(https://chopchop.cbu.uib.no/) (высокая эффектив-
ность, отсутствие комплементарности «на себя» (self-
complementarity), минимальное количество нецелевых 
мишеней (off-targets)) с последующим клонированием 
ее в вектор рХ458 (см. Материалы и методы). Располо-
жение комплементарного crРНК участка ДНК в гене 
E2F1 показано на рис. 1А.

С помощью трансфекции конструкция была введе-
на в клетки А549. Через 48 часов клетки, положитель-
ные по маркеру GFP, были отсортированы на 96-лу-
ночный планшет из расчета одна клетка на одну лун-

ку. Отсутствие белка E2F1 в клонах было подтверждено 
с помощью вестерн блот анализа (рис. 1Б).

Родительская линия А549 является гетерогенной 
популяцией клеток [18-20]. Анализ профиля экспрес-
сии генов в единичных клетках показал, что он может 
различаться между клетками одной популяции. Так, 
например, путём анализа транскриптома на уровне 
одной клетки был обнаружен ядерный белок 1, явля-
ющийся регулятором устойчивости к воздействию до-
цетакселя, который невозможно было идентифициро-
вать на уровне целой популяции клеток [21].

При получении моноклональных популяций но-
каутных клеток между ними могут быть фенотипиче-

Рис. 1. Получение клонов клеток для создания сублинии А549 с нокаутом гена E2F1. А – Показан участок ДНК (первый экзон) 
в гене E2F1, комплементарный подобранной crРНК (стрелкой). Б – Вестерн блот анализ отсортированных клонов на наличие 
в них белка E2F1. Числами обозначены номера клонов; К – контроль (клетки А549). Окраска на β-актин использовалась в каче-
стве контроля нанесения образцов.

Fig. 1. Generation of cell clones for the A549 subline with E2F1 gene knockout. A – A DNA region (first exon) in the E2F1 gene comple-
mentary to the selected crRNA (arrow) is shown. Б – Western blot analysis of sorted clones for the presence of E2F1 protein. Numbers 
indicate clone numbers; K – control (A549 cells). β-actin staining was used as a control for sample loading.
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ские и функциональные различия вследствие генети-
ческой неоднородности исходной, дикой, линии. На-
пример, было показано, что клоны клеток, полученные 
из одной исходной родительской линии, значительно 

различались между собой в развитии ответа на воздей-
ствие на них антителами к рецептору TRAIL [22]. Та-
кие различия приводят к неправильной интерпрета-
ции результатов экспериментов вследствие того, что 
они могут являться следствием гетерогенности исход-
ной линии, а не нокаутом таргетного гена [23]. Поэ-
тому распространена практика объединения клонов 
с целью получения более гетерогенной конечной по-
пуляции [24-26].

Для увеличения генетического разнообразия в ко-
нечной нокаутной сублинии клеток А549 мы объеди-
нили 5 нокаутных клонов (рис. 1Б) для получения по-
ликлональной популяции. Мы также отобрали и объе-
динили 5 клонов, в которых белок E2F1 присутствовал, 
с целью получения поликлонального положительного 
контроля к нокаутной сублинии (рис. 1Б) в дополне-
ние к родительской линии с целью избегания эффек-
та клональной вариабельности [27].

Для характеристики полученной сублинии кле-
ток был проведен МТТ тест для оценки жизнеспо-
собности и скорости роста клеток в нокаутной, кон-
трольной («собранной» из клонов сортированных 
клеток, в которых присутствовал белок E2F1) и ро-
дительской линиях. Было показано, что нокаут E2F1 
не влияет на пролиферацию клеток при стандартных 
условиях роста (рис. 2А). Оценку проводили на про-
тяжении недели.

Кроме того, был проведен анализ уровня экспрес-
сии генов-мишеней транскрипционного фактора E2F1: 
APAF1, Cyclin E1, RRM2 и MYC [28, 29]. Как и ожида-
лось, количество мРНК генов, положительно регули-
руемых E2F1, снижалось в нокаутной сублинии кле-
ток, кроме гена APAF1, что может быть связано с тем, 
что он участвует в развитии апоптоза и активирует-
ся в ответ на соответствующие воздействия (рис. 2Б).

Заключение

В настоящей работе была получена поликлональ-
ная сублиния клеток рака легкого А549 с нокаутом ге-
на E2F1 с применением технологии CRISPR/Cas. Бы-
ло показано, что отсутствие белка E2F1 не влияет на 
скорость роста клеток in vitro. Наблюдалось неболь-
шое, но значимое снижение экспрессии генов-мише-
ней транскрипционного фактора E2F1.

Использование данной сублинии предполагается 
для изучения функций транскрипционного фактора 
E2F1, определения его роли в клеточных процессах, 
участия в развитии ответа клетки на различные воз-
действия (в частности, химиотерапию) и др.

Рис. 2. Характеристика полученной сублинии клеток А549 с 
нокаутом гена E2F1. А – МТТ анализ скорости роста культуры 
клеток. Кл К+ – отсортированные клоны клеток, содержащие 
белок E2F1; КО – поликлональная нокаутная сублиния клеток, 
в которых отсутствует E2F1. Б – Анализ экспрессии генов-ми-
шеней транскрипционного фактора E2F1 методом кПЦР. К – 
контроль (среднее значение данных, полученных на клетках 
А549 и кл К+); КО – поликлональная нокаутная сублиния кле-
ток, нокаутных по гену E2F1. * – р ˂ 0,05.

Fig. 2. Characteristics of the obtained subline of A549 cells with 
knockout of the E2F1 gene. A – MTT analysis of the cell culture 
growth rate. K+ cell clones – sorted cell clones containing the E2F1 
protein; KO – polyclonal knockout subline of cells lacking E2F1. Б – 
Analysis of the expression of target genes of the transcription fac-
tor E2F1 by qPCR. K – control (average value of data obtained on 
A549 cells and K+ cell); KO – polyclonal knockout subline of cells 
knocked out for the E2F1 gene. * – p < 0.05.
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